















































































































O lipopolissacáride (LPS) é o principal componente da membrana externa de 
bactérias Gram-negativas, que ao se ligar ao receptor Toll-like 4 (TLR-4), leva a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, as quais exercem importante papel no 
desenvolvimento de doença crônicas como a obesidade e o diabetes.  
O tratamento crônico com LPS leva a hiperglicemia e resistência à insulina, as 
quais são acompanhadas pela secreção de insulina compensatória, entretanto, os 
efeitos agudos do tratamento com LPS são pouco compreendidos. O clearance ou 
remoção da insulina é um dos principais mecanismos responsáveis pelo controle da 
homeostase da glicose, no entanto, os efeitos causados pelo LPS sobre tal mecanismo 
ainda não foi investigado. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, em 
camundongos, os efeitos induzidos pelo tratamento agudo com LPS sobre o clearance 
da insulina e a expressão hepática da enzima responsável pela sua degradação, a 
enzima degradadora de insulina ou IDE. Os animais tratados com LPS apresentaram 
uma redução da glicemia plasmática e um aumento na tolerância à glicose, a qual, 
apesar da resistência à insulina observada, poderia ser explicada pela redução na 
produção de glicose associada à elevação na insulina plasmática. O alto nível 
plasmático de insulina é resultado de um aumento na sua secreção e responsividade 
das células-beta pancreáticas a glicose, apesar do aumento no clearance e na 
expressão hepática da IDE. 
Sendo assim, foi demonstrado que, diferente do que ocorre durante a exposição crônica 
ao LPS, o tratamento agudo com LPS leva a uma redução na glicemia plasmática e a um 
aumento na tolerância à glicose, apesar de gerar um quadro de resistência à insulina através da 
combinação da redução na gliconeogênese hepática e elevação nos níveis plasmáticos de 
insulina. Por sua vez, esse aumento é dependente principalmente da elevação na taxa de 
secreção de insulina, uma vez que foi demonstrado que o LPS levou a um aumento no 












































The endotoxin lipopolysaccharide (LPS) is the major component of the outer 
membrane of Gram-negative bacteria that binds to the Toll-like receptor 4 (TLR4) 
inducing pro-inflammatory cytokines and mediates chronic inflammatory diseases, 
including obesity and diabetes. 
LPS chronic treatment leads to hyperglycemia, insulin resistance and 
compensatory insulin secretion, but its acute effects are less clear, and no studies have 
yet reported the effects of such treatment on one of the major process which control 
glucose homeostasis, the insulin clearance. Thus, the aim of the present study was to 
evaluate the acute LPS-induced effects on insulin clearance and insulin degrading 
enzyme (IDE) hepatic expression in mice. Acute LPS-treated mice showed reduce 
glycaemia and increased glucose tolerance, which, despite insulin resistance, could be 
explained by a reduced gluconeogenesis associated with increased plasma insulin. The 
higher insulinemia was a result of increased insulin secretion and pancreatic islets beta-
cells responsiveness to glucose despite increased insulin clearance and hepatic 
expression of IDE. 
In conclusion, we demonstrated that contrary to what happens in the chronic LPS 
treatment, acute LPS administration actually reduces plasma glucose and increases 
glucose tolerance despite insulin resistance, through a combination of reduced hepatic 
gluconeogenesis and higher plasma insulin, and that this increased insulinemia is 
primarily dependent on increased insulin secretion, given that we show here that acute 
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1. Introdução Geral 
 
O sistema imunitário dos mamíferos é dividido em imunidade inata ou natural 
e imunidade adaptativa ou adquirida. A imunidade inata é compreendida por 
barreiras físicas, sistema complemento, macrófagos, neutrófilos e células Natural 
Killer (NK), enquanto que a imunidade adaptativa é mediada pelos linfócitos B e T, 
a qual é caracterizada por especificidade e memória (HOFFMANN, 1999). 
A homeostasia do sistema imunológico é perturbada por diversos estímulos 
externos como dieta rica em ácido graxo saturado (LEE e HWANG, 2006), 
padrões moleculares associados a patógenos como o lipopolissacáride (LPS) 
(SONG et al., 2006), infecção severa (FERNANDEZ-REAL et al., 2006) e estresse 
oxidativo (CERIELLO e MOTZ, 2004), sendo que a continuidade desses insultos 
pode resultar em um estado inflamatório crônico associado à resistência à insulina 
(MORENO-NAVARRETE et al., 2012).  
Os adipócitos são componentes integrais da resposta imunológica inata, 
sendo que esta resposta é mediada principalmente por uma classe de receptores 
transmembrana denominados de Toll-Like Receptors (TLRs) (PIETSCH et al., 
2006). A cascata de sinalização gerada por esses receptores é responsável pela 
manutenção do estado inflamatório crônico, uma condição que é verificada na 
obesidade e também no uso de dieta rica em gordura. Dessa forma, esses 
receptores são alvos atrativos para a prevenção de desordens metabólicas 
induzidas pela obesidade, como a resistência à insulina (RI) e complicações 
cardiovasculares (SHOELSON, 2007). 
Este tipo de receptor foi primeiramente descrito em Drosophila e então 
chamado de Toll receptor (LEMAITRE et al., 1996). Em Drosophila a família de 
receptores Toll desempenha um importante papel no combate a invasão de 
patógenos (HOFFMANN  et al., 1999). Posteriormente, homólogos da proteína Toll 
de Drosophila foram identificados em mamíferos e denominados de Toll-Like 
Receptors (TLR) (MEDZHITOV et al., 1997). Anos mais tarde, a evolução dos 
projetos de sequenciamento do genoma possibilitou a identificação de 13 tipos 





(AKIRA et al., 2006). Evolutivamente preservados, os TLRs controlam a ativação 
da imunidade inata através da indução da atividade antimicrobiana (AKIRA e 
TAKEDA, 2004) e produção de citocinas inflamatórias (YAMAMOTO et al., 2002); 
além disso, controlam  também a geração da imunidade adaptativa através da 
indução de moléculas coestimulatórias (CD80/86) e de citocinas específicas sobre 
as células apresentadoras de antígeno, como a IL-6 (PASARE e MEDZHITOV, 
2003).  
A transdução do sinal após a ativação dos TLRs envolve o recrutamento de 
moléculas adaptadoras, as quais possibilitam o recrutamento e ativação de 
moléculas adicionais. Existem 4 moléculas adaptadoras associadas á sinalização 
do TLR: fator 88 de diferenciação mielóide (MyD88) (Muzio et al., 1997), 
adaptador como MyD88 (Mal) (Fitzgerald et al., 2001), o qual também chamado de 
proteína adaptadora contendo resíduo de tirosina (TIRAP) (Horng et al., 2002), 
proteína adaptadora contendo resíduo de tirosina indutora de intérferon (TRIF) 
(Hoebe et al., 2003) e molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM ou 
TICAM-2) (Yamamoto et al., 2003). O mecanismo molecular exato pelo qual esses 
adaptadores iniciam a cascata de sinalização celular após reconhecimento do TLR 
ao seu respectivo ligante ainda não é completamente compreendido, sendo esse 
evento de particular importância principalmente para o TLR-4, o qual após ser 







Figura 1. Via de sinalização do TLR através de diferentes moléculas adaptadoras 
(KAWASAKI e KAWAI, 2014). 
 
Dentre os TLRs conhecidos, o do tipo 4 (TLR4) é o melhor caracterizado e 
além de estar presente nas células do sistema imunológico também é encontrado 
em diversos tipos celulares como células beta (Goldberg et al., 2007), endoteliais 
(Erridge et al., 2008), miócitos (Tsukumo et al., 2007), células da tireóide (Nikola et 
al., 2008), do endométrio (Hirata et al., 2005), células epiteliais pigmentares da íris 
(MAI et al., 2014), células mesangiais e adipócitos (Vitseva et al., 2008). Este 
receptor foi o primeiro a ser clonado, fato que juntamente com a identificação do 
seu ligante estabeleceu definitivamente o TLR4 como o tão buscado receptor para 
o LPS, gerando dessa forma uma nova linha no campo da imunologia, ou seja, a 
identificação de membros da família dos TLRs assim como a caracterização de 





reconhecer o LPS (KAWAI e AKIRA, 2006), foi também atribuída ao TLR4 a 
capacidade de se ligar a ácidos graxos saturados e induzir a liberação de citocinas 
pró-inflamatórias (SHI et al., 2006). O uso de uma dieta rica em gordura é 
responsável pela ativação destes receptores e indução de uma resposta 
inflamatória capaz de interferir em vias de sinalização mediada por hormônios 
controladores da fome e do gasto energético, resultando em um quadro de 
obesidade (MILANSKI et al., 2009).  
A via de sinalização do TLR é similar a via de sinalização do receptor de 
interleucina 1 (IL-1R), onde ambos interagem com um adaptador protéico 
denominado de MyD88 em seus domínios de tirosina. Quando esta via é 
estimulada, há a ativação de serina-quinases (c - Jun N-terminal Kinase ou JNK e 
IKK) (MUZIO et al., 1997), as quais estão relacionadas com a fosforilação em 
serina do substrato do receptor de insulina tipo 1 (IRS-1) na via de sinalização da 
insulina, prejudicando dessa forma a propagação do sinal através desta proteína 
(HIROSUMI et al., 2002; SHI et al., 2006). Estas quinases pertencem ao grupo das 
MAPKs, as quais controlam diversas funções celulares através da regulação do 
ativador de proteína-1 (AP-1), incluindo c-Jun e JunB. Vários estudos vêm sendo 
conduzidos em animais deficientes em MyD88 no intuito de se compreender 
melhor o mecanismo de algumas doenças, sendo que esses animais são 
resistentes ao efeito tóxico do LPS e também no que diz respeito a sua habilidade 
de combater patógenos (ADACHI et  
al., 2001; HENNEKE et al., 2002; MURAILLE et al., 2003). Em termos de 
sinalização, estudos tem demonstrado que os mecanismos moleculares 
envolvidos são mais complexos do que inicialmente se pensava; a ativação de 
IKK, JNK e p38 é ausente em células deficientes em MyD88 em resposta à todos 
os TLRs testados, com exceção do TLR4 e TLR3, devido ao uso alternativo da 
molécula adaptadora TRIF (O’NEILL e BOWIE, 2007).                                    
Os fatores de transcrição nuclear, como o NF-κB, foram originalmente 
identificados como reguladores críticos de genes envolvidos na inflamação e da 





κB estão sob a forma inativa no citoplasma ligados principalmente a proteína 
inibitória IκBα. Sob estímulo inflamatório, ocorre ativação do complexo IκB quinase 
(IKK), que por sua vez fosforila o IκB levando a sua ubitiquinação e posterior 
degradação. A degradação do IκB facilita a translocação do NF-κB para o núcleo, 
regulando assim a transcrição de genes envolvidos em patogêneses como câncer 
e doenças degenerativas, além de doenças metabólicas relacionadas à obesidade 
(KARIN e GRETEN, 2005; YANG et al., 2007).  
Como citado anteriormente, o TLR4 atua no reconhecimento do LPS, um 
componente integral de membrana presente na parede celular de bactérias Gram-
negativas e potente estimulador da resposta imunológica inata, capaz de 
desencadear respostas inflamatórias sistêmicas graves e causar o choque séptico 
(ULEVITCH e TOBIAS, 1995). O LPS é um complexo glicolipídico composto por 
um domínio polissacarídeo hidrofílico e um domínio hidrofóbico conhecido como 
lipídeo A, o qual é responsável pela atividade biológica desta endotoxina; dessa 
forma, o complexo LPS e proteína ligadora de LPS iniciam uma cascata de sinais 
através do CD14 interagindo com um co-receptor juntamente com o TLR4 
presente na membrana de monócitos e células mielóides, desencadeando assim 






Figura 2. Estrutura esquemática do LPS de Brucella spp (CARDOSO et al., 2006). 
 
Quando injetado perifericamente (via intraperitoneal ou diretamente na 
corrente sanguínea), o LPS se liga ao TLR4 presente na membrana das células do 
sistema imunológico inato aumentado a produção de citocinas inflamatórias (TNF-
α, IL-6 e IL-1β), prostaglandinas, óxido nítrico e outras substâncias (YAMAWAKI et 
al., 2009; GOSSELIN e RIVEST, 2008; SINGH e YIANG, 2004; SUGITA et al., 
2002), causando efeitos periféricos e centrais, os quais serão discutidos com mais 










1.1 Parte 1- Tratamento agudo com LPS causa uma redução na glicemia de 
camundongos apesar do aumento observado no clearance da insulina.  
 
A sepse é definida como a síndrome da resposta inflamatória sistêmica 
(SRIS), compreende a segunda causa de morte em pacientes de unidade de 
terapia intensiva (UTI) e a décima causa de morte em países de alta renda 
(VISINTIIN et al., 2005). Nas últimas duas décadas a incidência de sepse 
aumentou 9% ao ano, acometendo em 2013, 240 indivíduos a cada 100.000 
pessoas nos Estados Unidos (SOLOMON et al., 2006).  
Inicialmente se pensava que as bactérias Gram-negativas fossem a principal 
responsável pela sepse bacteriana, entretanto, no decorrer dos últimos 25 anos foi 
demonstrado que bactérias Gram-positivas constituem a principal causa de sepse 
(MARTIN et al., 2003). Toxinas como o LPS ou endotoxina são um dos fatores 
virulentos bacterianos mais importantes no que diz respeito à capacidade de 
causar o choque séptico (BONE, 1991). A molécula de lipídeo A, a qual é 
responsável pela atividade biológica do LPS, funciona como uma “âncora” 
hidrofóbica ligando o LPS à membrana microbiana, sendo que a E.coli possui 
aproximadamente 106 resíduos de lipídeo A em sua superfície (GALLOWAY e 
RAETZ, 1990). Concentrações na ordem picomolar de lipídeo A já são suficientes 
para estimular os macrófagos a produzirem citocinas proinflamatórias como TNF-α 
e IL1β (MILLER et al., 2005). O lipídeo A presente no LPS é capaz de levar ao 
dano celular endotelial através da indução de expressão de citocinas 
proinflamatórias, levando portanto a apoptose dessas células (BANNERMAN et 
al., 2002). 
O LPS leva a uma série de alterações metabólicas como hipofagia (BECSKEI 
et al., 2008), redução na atividade locomotora (FISHKIN e WINSLOW, 1997), 
febre (KELLEY et al., 2003), oxidação seletiva de gordura como fonte de obtenção 
de energia (LANG et al., 1996) e alterações no metabolismo de glicose (NGUYEN 
et al., 2014), levando a um quadro de hiperglicemia associado a um aumento na 





1.1.2 Septicemia e Controle Glicêmico 
 
Já é bem documentado que infecções agudas são acompanhadas por uma 
variedade complexa de respostas metabólicas e nutricionais, sendo que todos os 
hormônios que participam da regulação do metabolismo de carboidratos são 
influenciados pela resposta do indivíduo a infecção (BEISEL, 1972). A 
hiperglicemia é uma característica comum observada logo após exposição à 
endotoxina (LANG et al., 1985), resultando em diversos danos para o organismo 
como redução nas funções do sistema imunológico, aumento do estresse 
oxidativo e na suscetibilidade a infecções e redução na taxa de recuperação de 
indivíduos após falência de órgão, além de causar também disfunção no miocárdio 
e no endotélio vascular (McCOWEN et al., 2001; TAYLOR e BEILMAN 2005). 
Após o estímulo com LPS, uma redução na inflamação e por conseguinte na 
mortalidade foi verificada quando o nível plasmático de glicose foi mantido em 
valores normais, sugerindo portanto, que o controle apropriado da glicose é crucial 
para a melhora na taxa de sobrevida (KIDD et al., 2008). No entanto, pouco se 
sabe a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos no controle glicêmico 
durante a endotoxemia. 
Foi demonstrado que concentrações plasmáticas de LPS são suficientes 
para desencadear um quadro de resistência à insulina, obesidade e diabetes do 
tipo 2 (CANI et al., 2007). Esse processo foi nomeado endotoxemia metabólica, 
onde a endotoxina circulante diária afeta doenças metabólicas induzidas por 
inflamação e por dieta hiperlipídica; entretanto, as concentrações metabólicas de 
LPS não foram suficientes para gerar um quadro de endotoxemia aguda (CANI et 
al., 2007). Posteriormente, um estudo com humanos conduzido por Moreno-
Navarrete (2012) mostrou uma forte relação entre a proteína ligadora de LPS LBP 
e obesidade, principalmente em indivíduos com diabetes do tipo 2. Além disso, um 
decréscimo nos níveis circulantes de LBP e LPS em paralelo com a perda de peso 






Um estudo recente conduzido por Nguyen (2014) demonstrou um aumento 
na secreção de insulina (GSIS) estimulado pela glicose após administração de 
LPS, sendo que esse mecanismo foi, pelo menos em parte, devido a um aumento 
nos níveis e atividade do GLP-1 (glucagon-like-peptide 1). O GLP-1 é conhecido 
por ser um potente estimulador da secreção de insulina (KREYMANN et al., 1987) 
e foi verificado que a injeção de LPS foi capaz de aumentar os níveis plasmáticos 
de GLP-1, sendo que o aumento na GSIS e disponibilidade de glicose induzidos 
pelo LPS foram ausentes nos animais nocaute para GLP-1 (NGUYEN et al., 
2014), logo, concluiu-se que esse efeito seria mediado pelo GLP-1. 
A insulina é o agente anabólico mais potente conhecido (SALTIEL e KAHN, 
2001) e sua concentração plasmática depende de um equilíbrio muito bem 
regulado entre sua secreção e remoção, conhecida como clearance (KIM et al., 
2007). O fígado é o principal responsável pela remoção da insulina 
(aproximadamente 80%), seguido pelos rins e músculo esquelético 
(DUCKWORTH et al., 1998). Embora haja muitos estudos focados na relação 
entre secreção e resistência à insulina e seu efeito no desenvolvimento de 
diabetes do tipo 2 e outras desordens metabólicas, muito menos atenção tem sido 
dado ao papel do clearance da insulina no desenvolvimento dessas doenças. Foi 
demonstrado que a redução no clearance de insulina contribui para o 
desenvolvimento do diabetes do tipo 2 (LEE et al., 2013), e ainda, sujeitos com 
tolerância a glicose diminuída apresentaram redução no clearance de insulina 
(BONORA et al., 1983). Recentemente foi observado que sujeitos com tolerância 
normal à glicose, porém com elevada carga de glicose plasmática 1 hora após a 
administração de glicose também apresentaram redução no clearance de insulina 
quando comparados aos indivíduos com tolerância normal à glicose mas com 
baixa carga de glicose, sugerindo que esse efeito poderia ser decorrente de um 
mecanismo adaptativo na tentativa de preservar a célula beta do excessivo 
trabalho em compensar a sensibilidade à insulina reduzida e assim manter a 
normalidade da tolerância à glicose (MARINI et al., 2013). Em outro estudo com 





esteatopatite não alcoólica (BRIL et al., 2013). O gene responsável pela regulação 
do clearance hepático da insulina é o SLC30A8. O gene SLC3048 codifica o 
transportador de zinco ZnT8, o qual é responsável pela liberação do íon do 
citoplasma da célula β pancreática para os grânulos de insulina, que atua se 
ligando e estabilizando a conformação hexamérica da insulina (Chimienti et al., 
2004). 
Mais recentemente foi demonstrado que animais nocaute incapazes de 
produzir o ZnT8 na célula beta apresentaram aumento no clearance de insulina. 
Além disso, também foi demonstrado que o zinco secretado juntamente com a 
insulina suprimiu o clearance hepático da insulina através da inibição da 
endocitose da insulina dependente de vesículas de clatrina; juntos, esses 
resultados sugerem que a desregulação gênica desse sistema poderia contribuir 
para o surgimento do diabetes do tipo 2  (TAMAKI et al., 2014). 
A degradação e inativação da insulina também são mediadas pela enzima 
zinco metaloprotease IDE (insulin degrading enzyme) (AUTHIER et al., 1996). Foi 
visto que a inativação do gene da IDE através de animais nocaute induz 
hiperinsulinemia e resistência à insulina (FARRIS et al., 2003). Anos mais tarde 
outro estudo mostrou que animais nocaute para IDE apresentaram, além de 
hiperinsulinemia, intolerância à glicose, hiperglicemia de jejum, elevada massa 
corpórea e redução na concentração e função do receptor de insulina (IR) no 
músculo, fígado e tecido adiposo (ABDUL-HAY et al., 2011). Posteriormente, foi 
demonstrado que animais submetidos à dieta de cafeteria apresentaram uma 
redução no clearance de insulina através de uma diminuição na expressão 
proteica da IDE no músculo e fígado, o que poderia explicar a alta correlação 
observada entre a redução no clearance da insulina em indivíduos com obesidade 
e diabetes do tipo 2 (BRANDIMARTI et al., 2013). Com relação aos efeitos do 
LPS, foi demonstrado que a atividade da IDE foi reduzida em células da micróglia 
após tratamento de 24 horas com LPS (RALAT et al., 2009), entretanto, o efeito 





Um complexo estudo desenvolvido por Maianti (2014) identificou, através do 
uso de macrociclos sintéticos de DNA, um potente inibidor fisiológico da IDE, o 
qual foi denominado de 6bK. Os resultados demonstraram que os animais que 
receberam o inibidor 6bK intraperitonealmente apresentaram elevados índices de 
6bK na circulação periférica, fígado e rins, sendo que no cérebro o inibidor não foi 
detectado, local onde a IDE é conhecida por degradar peptídeos amilóides. Foi 
observado também que animais magros e obesos induzidos por dieta 
apresentaram uma melhora no teste de tolerância à glicose quando tratados com 
o 6bK e durante o teste de tolerância à insulina, os animais tratados apresentaram 
menor hipoglicemia e maior concentração de insulina plasmática quando 
comparados aos animais que não receberam o 6bK, sugerindo que o inibidor da 
IDE possui a capacidade de aumentar a abundância e atividade da insulina in vivo. 
Além disso, também foi verificado que além da insulina, a IDE também regula a 
quantidade e os efeitos fisiológicos do glucagon e amilina (MAIANTI et al., 2014), 
a qual é co-secretada juntamente com a insulina e conhecida também por 
participar do controle glicêmico, inibindo o esvaziamento gástrico e antagonizando 
a secreção de glucagon (GEDULIN et al., 2006). 
Recentemente, como visto pelos trabalhos citados acima, tem havido um 
crescente interesse pelo impacto que o clearance da insulina exerce sobre 
desordens metabólicas como a obesidade e diabetes do tipo 2. Ainda, o melhor 
entendimento acerca dos mecanismos responsáveis pelas alterações no 
metabolismo da glicose durante o processo inflamatório é de extrema relevância 
clínica, uma vez que foi demonstrado que a hiperglicemia, hipoglicemia severo-
moderada e hiperinsulinemia foram associadas a um aumento no risco de morte 
em pacientes de unidades de terapia intensiva (FINFER et al., 2012). Vale 
ressaltar que o choque séptico ainda é uma das principais causas de morte em 
pacientes hospitalizados (LEGRAND et al., 2014) e ainda hoje não se dispõem de 
um tratamento realmente efetivo contra essa enfermidade.   
Durante o processo inflamatório, além da insulinemia, estudos verificaram 





(RAYFIELD et al., 1973; ROCHA et al., 1973). Além disso, também foi visto um 
aumento na liberação de catecolaminas, as quais auxiliam no estímulo a 
gliconeogênese no início do quadro infeccioso, principalmente durante infecções 
causadas por bactérias Gram-negativas (GROVES et al., 1973), onde apesar da 
gliconeogênese contribuir para o fornecimento de aminoácidos derivados do 
músculo, o organismo pode se tornar hipoglicêmico. O quadro de hipoglicemia 
severa acompanhada pela depleção total dos estoques de glicogênio já foi 
demonstrada durante a endotoxemia em modelos animais (BERRY et al., 1959); 
além disso, um quadro de hipoglicemia letal decorrente da septicemia neonatal 
(YEUNG, 1970), infecções virais severas no fígado tal como hepatite fulminante 
(FELIG et al., 1970) ou febre amarela (WAKEMAN e MORREL, 1931) também 
foram documentados.  
Assim, a hipoglicemia observada no início do processo inflamatório é um 
evento de grande relevância clínica sendo que os mecanismos moleculares 
responsáveis pelas alterações metabólicas decorrentes da endotoxemia ainda são 
pouco compreendidas; além disso, os efeitos causados pelo estímulo bacteriano 
sobre o clearance da insulina não foram investigados. Uma vez que o aumento na 
secreção da insulina é um evento característico do processo inflamatório, 
hipotetizamos que os mecanismos responsáveis pela remoção da insulina também 
estariam alterados após o estímulo com LPS. Portanto, o objetivo principal do 
presente trabalho foi avaliar a possível participação do clearance da insulina sobre 
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AKT  Protein kinase B 
GSIS  Glucose-stimulated insulin secretion 
GTT  Glucose tolerance test 
IDE  Insulin-degrading enzyme 
IR  Insulin receptor 
kITT  Glucose decay constant rate during insulin tolerance test 
ITT  Insulin tolerance test 
LPS  Lipopolysaccharide 
TLR-4  Toll-like receptor 4 
TNF-α Tumor necrosis factor-α  
IL-1β  Interleukin-1 β 
IL-6  Interleukin 6 
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88 
NFκB  Nuclear factor kappa B 
IDE  Insulin Degrading Enzyme 
 
Abstract 
The endotoxin lipopolysaccharide (LPS) is the major component of the outer 
membrane of Gram-negative bacteria that binds to the Toll-like receptor 4 (TLR4) 
inducing pro-inflammatory cytokines and mediates chronic inflammatory diseases, 





 LPS chronic treatment leads to hyperglycemia, insulin resistance and 
compensatory insulin secretion, but its acute effects are less clear, and no studies 
have yet reported the effects of such treatment on one the major process which 
control glucose homeostasis, the insulin clearance. Thus, the aim of the present 
study was to evaluate the acute LPS-induced effects on insulin clearance and 
insulin degrading enzyme (IDE) hepatic expression in mice. 
 Acute LPS-treated mice showed reduce glycaemia and increased glucose 
tolerance, which, despite insulin resistance, could be explained by a reduced 
gluconeogenesis associated with increased plasma insulin. The higher insulin was 
a result of increased insulin secretion and pancreatic islets beta-cells 
responsiveness to glucose despite increased insulin clearance and hepatic 
expression of IDE. 
In conclusion, we demonstrated that contrary to what happens in the chronic 
LPS treatment, acute LPS administration actually reduces plasma glucose and 
increases glucose tolerance despite insulin resistance, through a combination of 
reduced hepatic gluconeogenesis and higher plasma insulin, and that this 
increased insulinemia is primarily dependent on increased insulin secretion, given 




Bacterial toxins constitute a group of many virulent factors by which bacteria 





object of many studies. The endotoxin lipopolysaccharide (LPS) is the major 
component of the outer membrane of Gram-negative bacteria and is capable of 
inducing fever, septic shock and ultimately death(Ulevitch and Tobias 1995). LPS 
acts by binding to the Toll-like receptor 4 (TLR4) inducing pro-inflammatory 
cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1 β (IL-1β) and IL-6 
(Singh and Jiang 2004; Yamawaki, et al. 2009). Toll-like receptor (TLRs) have 
been implicated in mediating chronic inflammatory disease, including obesity and 
diabetes (Cani, et al. 2007; Milanski, et al. 2009) and the signaling pathway 
activated by different TLRs have been the focus of much research. 
When TLR4 is activated upon its recognition of LPS, it signals through either 
a MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88)-dependent or a 
MyD88-independent pathway. The MyD88-dependent pathway induces the 
activation of NFκB and mitogen-activated protein kinase genes leading to the 
release of proinflammatory cytokines, whereas the MyD88 independent pathway 
(also known as the TRIF pathway) activates the Type-1 interferon-inducible genes 
followed by NFκB production (Gosselin and Rivest 2008). 
In this sense, long-term exposure to LPS may eventually lead to 
hyperglycemia (Lang, et al. 1985) and possibly insulin resistance (Shi, et al. 2006) 
and Type 2 Diabetes (Cani et al. 2007), while acute administration of LPS has 
been described to increase insulin secretion (Yelich and Filkins 1982). It has 
recently shown that the increased glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) 
following LPS stimuli was due, at least in part, to an increase in the level and 





that exogenous LPS to humans and rats enhance pancreatic secretion of both 
insulin and glucagon (Cornell 1985). Independently of the time exposure and the 
severity of the insult, endotoxemia is accompanied by pronounced metabolic 
alterations and the underlying molecular mechanisms of the LPS-mediated 
changes in glucose metabolism are poorly understood. 
Type 2 Diabetes itself is a complex illness mainly characterized by 
hyperglycemia, usually accompanied by malfunctions in pancreatic islets insulin 
secretion, reduced insulin sensitivity in peripheral organs, increased hepatic 
gluconeogenesis as well as changes in insulin clearance. These variables change 
in a predictable fashion during the progression of Type 2 Diabetes, when there is 
initially an increase in insulin resistance, coupled with increased pancreatic islet 
beta-cell insulin secretion and reduced insulin clearance, leading to a 
normoglycemic/hyperinsulinemic state which eventually degenerates into an 
insulin-dependent stage characterized by a pancreatic islets beta-cells 
degenerative process that culminates with their death by apoptosis and 
subsequent reduction in glucose-induced insulin secretion (Chandra, et al. 2001). 
As for the insulin clearance, it seems to be mostly controlled upon 
degradation by the liver and plays a critical role in glycemic control (1991; 
Kotronen, et al. 2008). Also, in hepatocytes insulin degradation is mediated 
primarily by the Insulin Degrading Enzyme (IDE) (Valera Mora, et al. 2003). A 
previous study showed that the LPS reduced the IDE activity in microglial cells 
(Ralat et al. 2009), however, the effects of LPS on IDE activity in vivo have not 





While increased insulin secretion and reduced insulin sensitivity have been 
extensively described and studied in obese individuals and animals, the role of 
LPS in these changes and how they are elicited remain elusive, and more strikingly 
is the fact that despite the critical role of insulin clearance in the control of glucose 
homeostasis, not data is available as to the impact of this mechanism on the LPS-
induced changes in glycaemia. Thus, the main goal of the present work was to 
assess the possible role of insulin clearance and IDE expression in the changes in 
glucose homeostasis after acute LPS administration. 
 
Methods 
Animals and experimental design 
Male Swiss mice that were 10-12 weeks old (Unib:SW strain) were acquired from 
the State University of Campinas and were maintained on a 12 h light–dark cycle 
at 20–21°C with controlled humidity during the entire experiment. The mice were 
fasted overnight and after one hour feeding in the morning (9-10 am), LPS (1 
mg/kg) was administered intraperitoneally. After 4 hours, the gastrocnemius 
muscle and liver were extracted. 
Reagents 
Anti-IDE (Abcam, Boston-Massashussets) anti-GAPDH (Sigma, Saint-Louis-
Missouri) and anti-phospho-AKT (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg-Germany) 






Determination of energy expenditure and spontaneous activity. The energy 
expenditure was calculated using oxygen consumption/carbon dioxide production 
and the respiratory quotient (RQ), which were measured over a 24 h period using a 
computer-controlled open circuit calorimeter system, the LE405 Gas Analyzer 
(Panlab-Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). The air flow within each chamber 
was monitored by an Air Supply and Switching sensor (Panlab-Harvard 
Apparatus). The gas sensors were calibrated prior to the onset of the experiments 
with primary gas standards containing known concentrations of O2 and CO2 (Air 
Liquid, Sao Paulo, Brazil). The data were obtained for 6 min for each chamber, and 
the mean for each 6 min of measurement was used for data analysis. The outdoor 
air reference values were sampled after every four measurements. The VO2 and 
VCO2 were calculated by Metabolism 2.2v software based on the Withers 
equation, and the RQ was calculated using VCO2/VO2. The spontaneous activity 
was registered by a sensor platform Physiocage (Panlab-Harvard Apparatus, 
Holliston, MA, USA) during the energy expenditure acquisition data. 
 
Tissue samples  
Liver and gastrocnemius muscle samples from the Swiss mice were extracted, 
snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at -80ºC for subsequent protein and 
mRNA extraction. Pancreatic islets were isolated from mice with collagenase as 







Western blot  
Western blots were performed as previously described (Santos, et al. 2011).  
 
Real-time RT-PCR  
Extracts from mouse tissues that had been previously stored as described were 
homogenized in Trizol and phenol/chloroform RNA extracted according to the 
manufacturer’s instructions (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). To evaluate 
mRNA levels, relative target transcript quantities were calculated from duplicate 
samples, and data was normalized to the endogenous control GAPDH. All primers 





Intraperitoneal glucose tolerance test  
Swiss mice received an intraperitoneal glucose injection (1 g/kg in 0.9% NaCl) after 
an 4 h fast. Blood samples (75-100 µl) were collected from the tail immediately 
before the injection and 15, 30, 45 and 120 min following the injection to determine 
the concentrations of glucose and insulin. Glucose was evaluated with glucose 
strips on an Accu-Chek Performa II instrument (Roche, Indianapolis, Indiana, 
USA), and insulin was measured using a radioimmunoassay as previously 
described (Rezende, et al. 2007). 





Non-fasted Swiss mice received an intraperitoneal insulin injection (1 U/kg). Blood 
glucose was measured using test strips (Accu-Chek Performa II) at baseline (0 
min, before insulin administration) and 5, 10, 15, 20 and 30 min after the 
administration of insulin. Glucose measurements were then converted into natural 
logarithm (Ln); the slope was calculated using linear regression (time × 
Ln[glucose]) and multiplied by 100 to obtain the glucose decay constant rate during 
the insulin tolerance test (kITT) per minute (%/min). 
 
Pancreatic islet GSIS  
4 Batches of 10 islets each were pre-incubated for 1 h in Krebs-Henseleit buffer 
solution (KHBS) containing 0.5 g/l BSA and 2.8 mmol/l glucose and were 
equilibrated with 95% O2 and 5% CO2 at 37°C. The media was discarded and the 
islets were incubated for an additional hour in 1 ml KHBS containing 2.8, 5.6, 8.3, 
11.2, 16.7 or 22.4 mmol/l glucose. The supernatant was subsequently collected to 
evaluate insulin secretion using a radioimmunoassay. 
 
In vivo insulin clearance  
We evaluated the concentrations of plasma insulin in Swiss mice that had been 
submitted to an intraperitoneal insulin tolerance test. Insulin clearance was 
evaluated as previously described (Ahrén, et al. 2005). The constant rate for insulin 
disappearance (insulin decay) was calculated by first converting the insulin 
measurements into natural logarithm (Ln); the slope was calculated using linear 





constant rate per minute (%/min). We calculated the AUC of the insulin 
concentrations during ITT. 
 
Plasma analyses 
Plasma levels of TNF-α and IL-1β were determined in triplicate, using ELISA Kit 
(Biolegend, San Diego, CA, USA). 
 
Statistical analysis  
Point-to-point comparisons were performed using ANOVA test. When the same 
animals were evaluated at different time points, we applied the repeated measures 
ANOVA test with the unpaired Tukey–Kramer post-test. The results were 
considered significantly different if p<0.05. In the RT-PCR experiments, the results 
were considered different only if p<0.01. 
 
Results 
Glycaemia, energy expenditure and inflammatory cytokines of LPS-treated mice 
Acute LPS treatment reduced plasma glucose 4h after administration (Fig1A), 
resulting in an increased energy expenditure (Fig 1B) and in the cytokines IL1β 
(Fig 1C) and TNFα (Fig 1D), thus evidencing the efficiency of the LPS 








Acute LPS effect on glucose tolerance in mice 
As a first approach to explain the reduced blood glucose after LPS administration, 
we found that acute LPS administration increased glucose tolerance of the LPS-
treated mice, as evidenced by the GTT (Fig 2A) and AUC of GTT (Fig 2B). The 
increased glucose tolerance could be explained by a number of factors, mainly 
improved insulin sensitivity, and reduced hepatic gluconeogenesis and increased 
plasma insulin, or even any combination of those variables. 
 
Acute LPS effect on mice insulin sensitivity 
LPS-treated mice had an impaired ITT (Fig 3A) and reduced kITT (Fig 3B), 
resulting in an increased AUC during the ITT (Fig 3B). Taken together, these 
alterations suggest that the LPS administration induced an overall insulin 
resistance, thus ruling out that variable as being the responsible for the increased 
glucose tolerance. 
 
Acute LPS effect on AKT phosphorylation in liver and skeletal muscle 
LPS-treated mice had no effect on the insulin-stimulated AKT phosphorylation in 
liver (Fig 4A), but inhibited the insulin-stimulated AKT phosphorylation in skeletal 
muscle (Fig 4B), suggesting a tissue-specific impairment in insulin signaling. 
 
Acute LPS effect on hepatic gluconeogenesis 
LPS-treated mice showed a reduced Pyruvate Tolerance Test (Fig 5A) implicating 





that was confirmed by the reduced mRNA levels of both G6Pase (Fig 5C) and 
PEPCK (Fig 5D), thus contributing to the increased glucose tolerance in LPS-
treated mice. 
 
Acute LPS effect on plasma insulin and insulin dynamics 
LPS administration also increased the plasma insulin levels during GTT (Fig 6A), 
resulting in a higher AUC of insulin (Fig 6B). However, the insulin dynamics was 
altered during GTT, by increasing faster but also reducing faster after glucose 
challenge (Fig 6C). 
 
Acute LPS effects on mouse insulin secretion and GSIS 
The increased insulin during the GTT could be explained by changes in both 
insulin secretion and removal. LPS-treated mice showed overall increased insulin 
secretion (Fig 7A) as well as an improvement in islets responsiveness as 
evidenced by the changes in the dose-response curve or GSIS (Fig 7B). 
 
Acute LPS effects on insulin clearance and IDE expression in liver. 
Even though the increased insulin secretion could at least partially explain fast 
increase in plasma insulin during the GTT, it was not satisfactory to explain the 
faster decay after reaching the peak at 15 minutes. LPS  administration increased 
insulin clearance in mice, as evidenced by the insulin clearance test (Fig 8A) and 
increased insulin decay during the ITT (Fig 8B), which resulted in reduced insulin 









Hyperglycemia is the main event in type 2 diabetes diagnoses, and blood 
glucose is determined by a plethora of variables, although some of them are more 
relevant, such as glucose uptake by peripheral tissues, glucose production 
(gluconeogenesis) and plasma insulin concentration (insulinemia), which is a major 
factor in determining the former two. 
Insulinemia on its hand is also the end balance between insulin secreted by 
pancreatic islet beta-cells and insulin  removed from plasma by insulin-responsive 
tissues, or insulin clearance (Duckworth, et al. 1998), and of those, the liver is the 
major responsible for the insulin removal process, as around 50% of secreted 
insulin is removed by the organ after the second passage through the portal vein 
(Butterfield 1970; Kotronen et al. 2008; Mittelman, et al. 2000).  
The hepatic insulin removal and degradation is mainly controlled by insulin 
degrading enzyme (IDE), a 130 kDa zinc-metalloproteinase (Amata, et al. 2009; 
Authier, et al. 1996; Duckworth 1988; Duckworth et al. 1998; Fernández-Gamba, et 
al. 2009). 
Even though almost every insulin-responsive cell expresses IDE, its primary 
function there is to oppose insulin signaling by either simply removing or degrading 





1998), thus uncoupling insulin from its receptor (IR), which implies in an lower 
insulin sensitivity (Kuo, et al. 1991; Leissring, et al. 2010; Li, et al. 2002). 
In this sense, IDE controls not only plasma insulin but also the effect of that 
insulin on the responsive tissue, evidencing its major role in glucose homeostasis 
and explaining the pivotal importance of this process and IDE in type 2 diabetes 
and obesity (Butterfield 1970; Groves, et al. 2003; Karamohamed, et al. 2003; 
Kotronen et al. 2008; Kotronen, et al. 2007; Kwak, et al. 2008; Rudovich, et al. 
2009; Slominskiĭ, et al. 2009; Kotronen et al. 2008; Matveyenko, et al. 2008; 
McCarroll and Buchanan 1973; Rabkin, et al. 1986; Rezende, et al. 2012; 
Strömblad and Björntorp 1986). 
The LPS treatment is mainly a model of inflammation-induced 
hyperglycemia that shares many similarities with type 2 diabetes, such as insulin 
resistance and compensatory hypersecretion, but its effects on the insulin 
clearance process were thus far largely ignored. Evidence suggest that there is an 
association of LPS and IDE (Ralat et al. 2009), and also that insulin clearance and 
IDE might be controlled by cytokines (Rezende et al. 2012), but the present study 
is certainly the first to show evidence that acute administration of LPS increases 
insulin clearance and IDE expression. 
The implications, as suggested, are twofold. First, an increased insulin 
clearance helps to explain the changes in insulin dynamics after acute LPS 
administration, as the insulin drops faster after reaching the peak because it is 
being removed faster by hepatic IDE. Second, given the correlation between 





increased insulin clearance might explain, at least in part, the insulin resistance 
induced by LPS.  
Furthermore, it is possible to speculate that the discrepancies between 
acute and chronic LPS treatments might be actually representing diverse stages in 
a progressive glucose homeostasis imbalance. Evidences suggest that although 
complete ablation of IDE might lead to compensatory insulin resistance, the lower 
insulin clearance and IDE expression observed in obese and diabetic individuals 
as well as animals is rather a compensatory mechanism itself to the previously 
established insulin resistance. In line with this reasoning, the LPS-induced increase 
in IDE and insulin clearance could be either a cause of the insulin resistance we 
can already observe in the acute treatment or even turn into reduced insulin 
clearance once the insulin resistance and hyperglycemia are established in the 
chronic treatment, but since this was not the aim of this study, that is a question 
better answered by further research. 
Another line of work opened by this study is to explain how is IDE controlled 
by LPS. Hepatic IDE expression can be regulated by a number of factors, such as 
TG and NEFA levels, (Balent, et al. 2002; Hamel, et al. 2003; Kotronen et al. 2008; 
Kotronen et al. 2007; Wiesenthal, et al. 1999; Yoshii, et al. 2006) as well as 
cytokines (Rezende et al. 2012), factors that are also changed in LPS-treatment. 
In conclusion, we demonstrated that contrary to what happens in the chronic 
LPS treatment, acute LPS administration actually reduces plasma glucose and 
increases glucose tolerance despite insulin resistance, through a combination of 





increased insulinemia is primarily dependent on increased insulin secretion, given 
that we show here that acute LPS treatment increased insulin clearance and IDE 
expression. 
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Figure 1. Glycaemia, energy expenditure and inflammatory cytokines of LPS-
treated mice 
Effects of acute LPS treatment on plasma glucose (Fig1A), energy expenditure 
(Fig 1B), plasma IL1β (Fig 1C) and plasma TNFα (Fig 1D). The values are 
expressed as the mean±SEM, N=6-8. *p≤0.05 was significantly different from the 
control. 
 
Figure 2. Acute LPS effect on glucose tolerance in mice 
Effects of acute LPS treatment on glucose tolerance (Fig 2A) and AUC of GTT (Fig 
2B). The values are expressed as the mean±SEM, N=4-5. *p≤0.05 was 
significantly different from the control. 
 
Figure 3. Acute LPS effect on mice insulin sensitivity 
Effects of acute LPS treatment on insulin sensitivity by ITT (Fig 3A), kITT (Fig 3B), 
and AUC of glucose during the ITT (Fig 3B). The values are expressed as the 
mean±SEM, N=4-5. *p≤0.05 was significantly different from the control. 
 
Figure 4. Acute LPS effects on AKT phosphorylation in liver and skeletal muscle 
Effects of acute LPS treatment on the insulin-stimulated AKT phosphorylation in 
liver (Fig 4A) and skeletal muscle (Fig 4B). The values are expressed as the 






Figure 5. Acute LPS effect on hepatic gluconeogenesis 
Effects of acute LPS treatment on Pyruvate Tolerance Test (Fig 5A), AUC of 
glucose during PTT (Fig 5B), mRNA levels of G6Pase (Fig 5C) and mRNA level of 
PEPCK (Fig 5D). The values are expressed as the mean±SEM, N=7-8. *p≤0.05 
was significantly different from the control for PTT and AUC PTT and  *p≤0.01 was 




Figure 6. Acute LPS effect on plasma insulin and insulin dynamics 
Effects of acute LPS treatment on plasma insulin levels during GTT (Fig 6A), AUC 
of insulin during GTT (Fig 6B) and insulin decay from 15 minutes peak after 
glucose challenge (Fig 6C). The values are expressed as the mean±SEM, N=4-5. 
*p≤0.05 was significantly different from the control. 
 
Figure 7. Acute LPS effects on mouse insulin secretion and GSIS 
Effects of acute LPS treatment on insulin secretion. The values are expressed as 
the mean±SEM, N=7-8. *p≤0.05 was significantly different from the control. 
 
Figure 8. Acute LPS effects on insulin clearance and IDE expression in liver. 
Effects of acute LPS treatment on insulin clearance (Fig 8A), insulin decay rate 
during the ITT (Fig 8B insulin AUC during the ITT (Fig 8C) and expression of IDE in 






































Figure 1: Glycaemia, energy expenditure and inflammatory cytokines of LPS-treated 
mice. 
Effects of acute LPS treatment on plasma glucose (Fig1A), energy expenditure (Fig 
1B), plasma IL1β (Fig 1C) and plasma TNF-α (Fig 1D). The values are expressed as the 




















Figure 2: Acute LPS effect on glucose tolerance in mice. 
Effects of acute LPS treatment on glucose tolerance (Fig 2A) and AUC of GTT (Fig 2B). 
The values are expressed as the mean±SEM, N=4-5. *p≤0.05 was significantly 





































Figure 3: Acute LPS effect on mice insulin sensitivity. 
Effects of acute LPS treatment on insulin sensitivity by ITT (Fig 3A), kITT (Fig 3B), and 
AUC of glucose during the ITT (Fig 3B). The values are expressed as the mean±SEM, 









                           
Figure 4: Acute LPS effects on AKT phosphorylation in liver and skeletal muscle. 
Effects of acute LPS treatment on the insulin-stimulated AKT 
phosphorylation in liver (Fig 4A) and skeletal muscle (Fig 4B). The values 
are expressed as the mean±SEM, N=4-5. *p≤0.05 was significantly 








Figure 5: Acute LPS effect on hepatic gluconeogenesis. 
Effects of acute LPS treatment on Pyruvate Tolerance Test (Fig 5A), AUC of glucose 
during PTT (Fig 5B), mRNA levels of G6Pase (Fig 5C) and mRNA level of PEPCK (Fig 
5D). The values are expressed as the mean±SEM, N=7-8. *p≤0.05 was significantly 
different from the control for PTT and AUC PTT and *p≤0.01 was significantly different 
















Figure 6: Acute LPS effect on plasma insulin and insulin dynamics. 
Effects of acute LPS treatment on plasma insulin levels during GTT (Fig 
6A), AUC of insulin during GTT (Fig 6B) and insulin decay from 15 
minutes peak after glucose challenge (Fig 6C). The values are expressed 























Figure 7: Acute LPS effects on mouse insulin secretion. 
Effects of acute LPS treatment on insulin secretion. The values are expressed as the 


































Figure 8: Acute LPS effects on insulin clearance and IDE expression in liver. 
Effects of acute LPS treatment on insulin clearance (Fig 8A), insulin decay 
rate during the ITT (Fig 8B insulin AUC during the ITT (Fig 8C) and 
expression of IDE in liver (Fig 8D). The values are expressed as the 












1.2 Parte 2- Análise molecular das vias de sinalização do “Toll Like Receptor” (TLR) 




O impacto que a inflamação sistêmica exerce sobre a patogênese de 
doenças crônicas como doenças neurodegenerativas e desordens metabólicas 
vêm sendo alvo de grande interesse na área biomédica. Sabe-se que o consumo 
elevado de gorduras saturadas tão bem quanto a presença de patógenos pode 
levar a um aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias através da 
ativação de receptores do tipo TOLL LIKE (TLR), interferindo nas vias de 
sinalização de proteínas como a AMPK, a qual possui importante participação no 
controle hipotalâmico do balanço energético. 
Estudos sugerem que os receptores dessa família podem atuar como 
importante alvo terapêutico, portanto, é de extrema importância o melhor 
entendimento molecular acerca da comunicação entre os componentes oriundos 
da dieta, mediadores inflamatórios e TLRs. Dessa forma, hipotetizamos que a 
ativação de receptores do tipo Toll poderia interferir com o padrão de fosforilação 
da AMPK hipotalâmica, alterando sua via de sinalização e consequentemente sua 
resposta. Assim, o objetivo do presente trabalho foi, através do uso de animais 
nocaute para proteínas chave da via de sinalização do TLR MyD88 e TRIF, avaliar 
a modulação da proteína AMPK hipotalâmica pelo jejum em animais previamente 
tratados com ligantes específicos de TLRs. Foi demonstrado que o uso de ligantes 
específicos para alguns membros da família dos TLRs (TLR4, TLR3 e TLR2) 
aumentou a atividade da AMPK hipotalâmica. Além disso, a atividade basal da 
AMPK encontrou-se elevada nos animais nocaute para as proteínas 
coadaptadoras da via de sinalização do TLR TRIF e MyD88. Esses resultados 
reforçam a hipótese da existência de vias de conexão entre o sistema central 








O hipotálamo é uma região localizada no sistema nervoso central a qual 
desempenha um importante papel no controle da homeostase e do metabolismo 
energético, identificando a disponibilidade de nutrientes de maneira direta através 
de hormônios e de maneira indireta através de sensores bioquímicos neuronais. 
Dentre estes sensores, são conhecidas 2 proteínas cujo nível de atividade 
refletem o estado metabólico da célula: a AMPK (MINOKOSHI et al. 2004) e a 
mTOR (COTA et al., 2006). 
Evolutivamente preservada, a AMPK é uma serina/treonina quinase que é 
ativada pela alta razão AMP/ATP, a qual indica um estado de depleção de energia 
da célula (XUE e KAHN, 2006) estimulando portanto, a ingestão alimentar 
(MINOKOSHI et al., 2004). Posteriormente, outros estudos mostraram que a 
AMPK hipotalâmica é capaz de integrar sinais hormonais e nutricionais 
(MINOKOSHI et al., 2004), além  de exercer também importante efeito sobre a 
inflamação (JUNFEI et al., 2014; VIOLLET et al., 2012). 
 
1.1- Relações entre sistema imunológico e desordens metabólicas 
 
Estudos recentes tem demonstrado que alterações nas funções do sistema 
imunológico inato são intimamente ligadas com desordens metabólicas 
(WEISBERG et al., 2003; FERNANDEZ-REAL e RICART, 2003). Paralelamente, o 
número de indivíduos obesos e com sobrepeso tem aumentado dramaticamente 
no decorrer dos últimos anos, logo, a influência que a obesidade exerce sobre o 
sistema imunológico vem sendo investigada intensamente em modelos animais e 
humanos, reforçando o conceito de que a obesidade é um estado de inflamação 
crônica. É interessante notar que esta sobreposição de rotas metabólicas (entre 
sistema imunológico e endócrino) permitiria a célula responder a sinais nutricionais 
e identificar a presença de patógenos de maneira simultânea. Esta adaptação 





decorrer do curso evolutivo, tal como a presença de organismos patogênicos na 
dieta de nossos ancestrais, contribuindo dessa forma para o sucesso evolutivo da 
nossa espécie. Neste sentido, proteínas capazes de sinalizar a presença de 
patógenos e/ou permitir a ação de nutrientes tais como os Toll like receptors 




Em 1998 foi publicado pela primeira vez a identificação, caracterização 
molecular e clonagem do TLR2, TLR1, TLR3, TLR4 e TLR5 (ROCK et al., 1998). 
Mais de uma década após sua descoberta, pesquisas têm demonstrado grande 
importância do TLR2 para o sistema imunológico de vertebrados. Até o presente 
momento, o TLR2 é o único receptor a formar heterodímeros funcionais 
juntamente com mais outros dois tipos de TLRs; ainda, o TLR2 também interage 
com outras moléculas, permitindo assim o reconhecimento de um grande número 
e variedade de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (Zahringer 
et al., 2008). 
Além de diversos efeitos observados sobre a periferia (NGUYEN et al., 
2014), foi visto que a injeção sistêmica do ligante do TLR-4 LPS foi capaz de 
causar uma robusta atividade transcricional do NF-kB em diferentes estruturas 
cerebrais (LAFLAME e RIVEST, 1999). Foi observado também que uma vez na 
circulação, o LPS se liga ao TLR4 desencadeando uma cascata de sinalização 
intracelular resultando na liberação de NO e IL-1β nas células endoteliais, 
entretanto, é importante ressaltar que o LPS não atravessa a barreira 
hematoencefálica mas se acumula entre as células endoteliais, sendo que este 
pode ser um importante efeito na transferência de informação da barreira 
hematoencefálica para o hipotálamo (SINGH e JIANG, 2004).  
Foi determinada recentemente a estrutura em cristal do complexo TLR4-MD2 
acoplado ao E. Coli do LPS, sendo que sua atividade tem sido estudada durante 





al., 2009). Antes de se ligar ao LPS, o MD-2 forma um heterodimero estável com o 
domínio extracelular to TLR4. Ao se ligar, o LPS causa a dimerização do complexo 
TLR4-MD2, criando uma ligação adicional de interface entre o TLR4 e o MD2. A 
estrutura em cristal do TLR4-MD2-LPS fornece explicações do porque o LPS com 
seis cadeias lipídicas é ideal para a ativação da via de sinalização do TLR4. Nessa 
estrutura, cinco das seis cadeias lipídicas do LPS da E.Coli são completamente 
internalizadas e a cadeia restante é parcialmente exposta à superfície do MD2, 
formando interações hidrofóbicas de interface juntamente com os resíduos de 
superfície hidrofóbica do MD2 (PARK e LEE, 2013). 
A habilidade do corpo de manter-se em estado de equilíbrio é crucial para a 
saúde e a vida de qualquer organismo e para isso, a integração e harmonia entre 
o sistema endócrino e imunológico são essenciais. Como já citado anteriormente, 
os TLRs desempenham um papel importante em ambos os sistemas e a presença 
destes receptores no hipotálamo torna esta relação ainda mais próxima. Por ser 
um ativador da IKKβ/NF-κB sob diversas circunstâncias (HAYDEN e GHOSH, 
2008), o TLR4 poderia ser a ligação entre a supernutrição e a ativação da 
IKKβ/NF-κB na membrana celular. Contudo, essa relação no hipotálamo é pouco 
conhecida, assim como a integração funcional do TLR4 com a AMPK no SNC. Os 
efeitos sobre o comportamento alimentar e o metabolismo energético atribuído à 
AMPK hipotalâmica exigem que a regulação de suas atividades seja exercida de 
maneira bastante precisa (RONNET, et al. 2009). Sendo assim, o objetivo do 
presente trabalho foi avaliar a modulação da AMPK hipotalâmica de animais 
transgênicos (MyD88 e TRIF nocautes) previamente tratados com ligantes 













2. Materiais e Métodos 
 
Animais: Foram utilizados animais machos com idade entre 10 e 12 
semanas, selvagem (Wild Type C57BL/6J) e nocaute (KO) para os adaptadores 
protéicos MyD88 e TRIF. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as 
diretrizes do Conselho Canadense sobre o cuidado animal, administrado pelo 
Cuidado Animal da Universidade de Laval. Os animais foram mantidos em ciclo de 
claro/escuro de 12 horas, sendo o jejum quando necessário realizado no período 
noturno. 
 
Grupos experimentais: Os animais foram divididos em grupo controle, os 
quais receberam salina via intraperitoneal (IP) ou intracerebroventricular (ICV) e 
grupo tratado. Os animais foram tratados via IP com o ligante de TLR4 LPS 
(Sigma, 1mg/Kg), com o agonista sintético do TLR3 Poly I: C (Invivogen) via IP 
(10ug/Kg) e via ICV (50ug) e com o ligante do TLR2 Pam3CSK4 (Invivogen) 
também via IP (10ug/g) e ICV (2ug) 
 
O tratamento intracerebroventricular foi realizado através da 
administração direta no ventrículo lateral hipotalâmico. Para acessar esta 
região, os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica com 
coordenadas pré-determinadas como segue: 
-Cirurgia estereotáxica: Os animais foram anestesiados através da 
administração do anestésico inalatório isoflurano e os reflexos pedal e corneal 
foram usados como controle da anestesia. Devidamente anestesiados, os animais 
foram adequadamente posicionados no aparelho (Kopf) para realização de cirurgia 
extereotáxica e, após tricotomia e anti-sepsia da região craniana, uma incisão 
inter-parietal de aproximadamente 1,5 cm de extensão foi feita. A seguir, com a 
calota craniana devidamente exposta, o periósteo foi divulsionado, possibilitando 
dessa forma a visualização do bregma (referência para as coordenadas 





de Pam3CSK4)  e salina foi realizada com o auxílio de uma microsseringa do tipo 
Hamilton acoplada a uma bomba de infusão introduzida em direção ao ventrículo 
lateral, obedecendo as coordenadas estereotáxicas (Posterior: 1,5 mm; Lateral: 
0,2 mm; dorso-ventral: 4 mm) previamente estabelecidas através do Atlas de 
Coordenadas Estereotáxicas (Paxinos & Watson), tomando com referência a 
localização do bregma. Logo após foi realizado uma sutura da região cranial e os 
animais foram devidamente colocados em suas respectivas gaiolas. Após a 
cirurgia, os animais foram mantidos em jejum e sacrificados 24 horas após por 
perfusão transcardíaca sob anestesia.    
  -Perfusão Transcardíaca e extração dos tecidos: os animais foram 
anestesiados através da administração intraperitoneal de uma solução composta 
por quetamina e xilasina (90% de quetamina e 9% de xilasina, ambas a uma 
concentração de 50mg/ml), sendo a perda dos reflexos pedal e corneal utilizados 
como controle da anestesia. Em seguida, foi feita uma incisão mediana, estendida 
ao longo do esterno, realizando-se rapidamente um corte no diafragma do animal 
para levar a uma parada respiratória, com o animal ainda anestesiado. Foi 
infundida, através do ventrículo esquerdo dos animais uma solução de salina 
0,9%; além disso, o átrio direito foi cortado para que houvesse a saída da solução 
que chega a partir das veias cavas. O hipotálamo foi removido posteriormente.  
O fragmento do tecido a ser analisado foi homogeneizado em tampão de 
imunoprecipitação contendo 1% de NP-40, 50 mM de TrisHCL (pH 8,0), 150 mM 
de cloreto de sódio, 0,1% de SDS (sodium dodecyl sulphate), 0,5 M de EDTA (pH 
8,0) e 2% de inibidores de fosfatase e protease. A determinação da concentração 
de proteínas foi realizada através do kit Quantipro BCA Assay (QPBCA). 
O imunoblot foi realizado para avaliação da fosforilação da AMPK e 
ACC e outras proteínas hipotalâmicas como HMGB1 e NPY dos animais 
submetidos ao tratamento com os diferentes ligantes de TLRs. 
Foi adicionado tampão de amostra ao homogenato protéico e após rápida 
fervura, aplicados em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-





membrana de pvdf e os resultados avaliados através do blotting com anticorpo 
específico. O sinal foi detectado por quimiluminescência com kit ECL Advance e 
posterior revelação com o uso de cassete e filme Kodak. 
3. Análise estatística: Os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão da média.  Para comparação entre os grupos, foi utilizada a análise de 
variância one way (ANOVA) seguida de teste t de student com correção de 




Primeiramente foi realizado um experimento onde os animais foram mantidos 
em jejum prévio de 12 horas e divididos em 4 grupos (wild type salina, wild type 
LPS, TRIF KO salina e TRIF KO LPS), os quais receberam uma injeção de LPS 
via intraperitoneal (1 mg/Kg). O hipotálamo foi então extraído e processado 4 
horas após o tratamento. Os resultados seguem demonstrados abaixo: 













































Figura 1. Fosforilação da AMPK hipotalâmica após 4 horas de tratamento com 
LPS IP (1 mg/Kg). Média + EPM (n= 4-5 por grupo). *p<0,05 para TRIF Salina vs 


















































       
Figura 2. HMGB1 hipotalâmico após 4 horas de tratamento com LPS IP (1 
mg/Kg). Média + EPM (n= 4-5 por grupo). *p<0,05 para TRIF Salina vs WT 
Salina.  
 
Os resultados mostraram que tanto a fosforilação da AMPK (figura 1) quanto 
os níveis de HMGB1 (figura 2) não foram alterados 4 horas após tratamento com 
LPS IP, entretanto, foi demonstrado que nos animais TRIF KO o nível de 
fosforilação basal da AMPK e HMGB1 encontraram-se elevados quando 
comparados ao grupo selvagem (p<0,05).  
Posteriormente, também com animais em jejum prévio de 12 horas, foi 
realizado o mesmo protocolo (LPS IP, 1mg/Kg), no entanto, uma vez que 4 horas 
de exposição ao LPS não foram suficientes para induzir alterações na atividade da 
AMPK hipotalâmica, os animais foram sacrificados 24 horas após a administração 
do LPS. Os animais permaneceram em jejum durante todo o tempo de ação do 























































Figura 3. Fosforilação da AMPK hipotalâmica após 24 horas de tratamento 
com LPS IP (1 mg/Kg). Média + EPM (n= 5-6 por grupo). *p<0,0001 para TRIF 
Salina vs WT Salina e TRIF LPS vs WT LPS, *p<0,05 para WT LPS vs WT Salina 
e TRIF LPS vs TRIF Salina. 
 
Os resultados mostraram que a fosforilação basal da AMPK encontrou-se 
aumentada nos animais TRIF KO quando comparados ao grupo WT, tanto na 
ausência quanto na presença de LPS; além disso, nos animais WT o nível de 
fosforilação da AMPK também se mostrou elevada 24 horas após a injeção de 
LPS (p<0.05). Também foi avaliada a atividade da p-ACC e do HMGB1 



















































Figura 4. Fosforilação da ACC hipotalâmica após 24 horas de tratamento com 
LPS IP (1 mg/Kg). Média + EPM (n= 5-6 por grupo). *p<0,005 para TRIF Salina 
vs WT Salina e TRIF LPS vs WT LPS. 
 
O alvo mais conhecido da AMPK é a enzima acetil-coa carboxilase (ACC), a 
qual atua como reguladora da síntese de ácido graxo celular (WINDER et al., 
1997). Quando ativada, a AMPK fosforila a ACC inibindo-a, levando assim a uma 
redução nos níveis de malonil-Coa e a um subsequente aumento na captação de 
acido graxo pela mitocôndria (MERRILl et al., 1997; WINDER et al., 1997). Foi 
observado um aumento na fosforilação da ACC nos animais TRIF KO tanto na 
presença quanto na ausência de LPS, fato que corrobora com aumento na 



















































Figura 5. HMGB1 hipotalâmico após 24 horas de tratamento com LPS IP  
(1 mg/Kg).               
       
O HMGB1 é uma proteína nuclear de 215 aminoácidos altamente 
conservada entre as espécies, a qual tem sido demonstrada ser liberada a partir 
de células danificadas e durante o processo de morte celular, além de ser 
ativamente secretada por macrófagos estimulados (CHORNY et al., 2008). 
Quando secretado, o HMGB1 extracelular possui potentes ações proinflamatórias, 
contribuindo dessa forma para a manutenção do estado inflamatório através de 
diversos mecanismos tais como potencializando a ativação celular induzida por 
TLRs como TLR2, TLR4 e TLR9 ou ainda através de receptor para produtos finais 
de glicação avançada (ANDERSSON e TRACEY, 2011). O resultado acima 
mostrou que não houve diferença nos níveis de HMGB1 hipotalâmico após o 
tratamento de 24 horas com LPS.                
Tendo visto que os animais que não possuem a via de sinalização do TRIF 
apresentaram um aumento na atividade da AMPK no hipotálamo, o próximo passo 
foi utilizar um composto que estimulasse exclusivamente esta via de sinalização. 
Para isso, foi utilizado tanto via IP quanto diretamente via ICV o agonista sintético 





para gerar resposta. Os animais permaneceram em jejum durante todo o protocolo 
de experimento e foram sacrificados 24 horas após a administração da droga. 








































Figura 6. Fosforilação da AMPK hipotalâmica 24 horas após o tratamento com 
Poly I:C IP (10 ug/g). Média + EPM (n= 5 por grupo). *p<0,005. 








































Figura 7. Fosforilação da AMPK hipotalâmica 24 horas após o tratamento com 






Surpreendentemente, os resultados acima mostraram que o tratamento com 
o agonista do TLR3 aumentou a fosforilação da AMPK, ou seja, quando a via do 
TRIF é estimulada por um composto exógeno tanto IP quanto ICV, a fosforilação 
da AMPK também aumenta (figuras 6 e 7) (p<0,05).  










































Figura 8. HMGB1 hipotalâmico após 24 horas de tratamento com Poly I: C ICV 
(50ug). Média + EPM (n= 8-9 por grupo). p<0,005. 
 
O tratamento ICV de 24 horas com Poly I:C aumentou os níveis de HMGB1 
no hipotálamo (figura 8), além de reduzir a concentração do neuropeptídeo Y, no 










































Figura 9. Concentração de NPY no hipotálamo 24 horas após a injeção IP de 
Poly I:C (10ug/g). Média + EPM (n= 5 por grupo). 







































Figura 10. Concentração de NPY no hipotálamo 24 horas após a injeção ICV de 
Poly I:C (50ug). Média + EPM (n= 8-9 por grupo). *p<0,005. 
 
Sabe-se que a AMPK hipotalâmica participa do controle de ingestão, logo, 





animais TRIF, seria de se esperar que a ingestão de alimentos nesses animais 
também fosse maior. Assim, foi feito um teste de ingestão durante um período de 
48 horas e o resultado comprovou que nesses animais, o consumo de ração 
também se mostrou elevado quando comparado aos animais selvagens (figura 
11). 
















Figura 11. Ingestão de ração durante um período de 48 horas. Média + EPM (n= 
10 por grupo). *p<0,05.  
Os resultados demonstrados acima sugerem que há uma forte via de 
conexão entre a AMPK e a via de sinalização dos TLRs, evidenciada pela 
alteração na sua atividade basal em animais TRIF KO e pelo aumento na 
fosforilação da AMPK causada pelo LPS e Poly I:C em animais selvagens, os 
quais estimulam a via de sinalização do TLR4 e TLR3 respectivamente. Sendo 
assim, o passo seguinte foi verificar se a via de sinalização do MyD88 também 
exerceria influencia sobre a atividade da AMPK no hipotálamo. Para tanto, foram 











































Figura 12. Fosforilação da AMPK hipotalâmica em animais previamente em 
jejum. Média + EPM (n= 5-6 por grupo). *p<0,005.   
                               
Visto a importância observada da via de sinalização dependente do MyD88 
para a atividade da AMPK no hipotálamo, o próximo passo foi estimular essa via 
através do uso de um agonista. Para tanto, foi utilizado via IP e ICV o ativador do 
TLR2 Pam3CSK4, o qual quando ativado utiliza exclusivamente a via MyD88 para 
gerar resposta. Como no protocolo utilizado anteriormente para os animais TRIF 
KO, os animais foram submetidos a um jejum prévio de 12 horas e sacrificados 24 
















































Figura 13. Fosforilação da AMPK hipotalâmica em animais previamente em 
jejum 24 horas após a injeção IP de Pam3CSK4 (10ug/g). Média + EPM (n= 6-7 
por grupo). *p<0,0001. 














































Figura 14. Fosforilação da AMPK hipotalâmica em animais em jejum 24 horas 
após a injeção ICV de Pam3CSK4 (2ug). Média + EPM (n= 6-8 por grupo). 
*p<0,05. 
 
E por último, devido ao aumento observado na sua atividade basal da AMPK 
hipotalâmica, os animais MyD88 KO também foram submetidos a um teste de 
ingestão de ração por um período de 48 horas, onde também apresentaram um 
aumento na ingestão quando comparados ao grupo WT. 



















Figura 15. Ingestão de ração durante um período de 48 horas. Média + EPM (n= 











Os receptores Toll-like possuem a capacidade de reconhecer produtos 
microbianos derivados de todas as classes patógenos e uma vez estimulados 
iniciam uma complexa resposta imunológica com o objetivo de eliminar o agente 
invasor (ROWE et al., 2006). Sabe-se que o TLR3 é constitutivamente expresso 
pela micróglia de humanos e roedores (OLSON e MILER, 2004). Estudos in vitro 
mostraram que macrófagos e células dendríticas estimulados com Poly I: C levou 
a fosforilação de MAP quinases e JNK (ALEXOPOULOU et al., 2001), além 
também da capacidade do TLR3 em mediar a secreção microglial de citocinas 
proinflamatórias como o TNF-α e IL6 após estímulo com Poly I:C (TOWN et al., 
2006). O mesmo estudo também mostrou que a injeção ICV de Poly I: C levou a 
um aumento na expressão de marcadores de ativação de micróglia como F4/80 e 
CD11b (TOWN et al., 2006). Outro estudo também verificou que o tratamento com 
metformina, um conhecido ativador da AMPK, inibiu a produção de óxido nítrico 
induzido por Poly I: C, além de inibir também a expressão de IFN-β via 
independente de MyD88 (KATO et al., 2010). No presente estudo foi verificado 
que o tratamento ICV com Poly I: C induziu a produção de HMGB1, provavelmente 
via TLR3 (p<0,05). 
O NPY encontra-se amplamente distribuído dentro do sistema nervoso 
central e periférico, exercendo diversas funções fisiológicas como regulação da 
pressão sanguínea, ritmo circadiano, comportamento alimentar, processamento de 
memória e aprendizagem (SILVA et al., 2005). Também foi visto que o NPY possui 
a capacidade de mediar a comunicação entre o sistema imunológico e o sistema 
nervoso central (FERREIRA et al., 2010). Mais tarde, o mesmo grupo observou in 
vitro que o NPY inibiu a fagocitose induzida por LPS e IL-1β em células 
microgliais; além disso, foi demonstrado que o NPY também inibiu a fosforilação 
de HSP27 induzida por LPS e IL-1β (FERREIRA et al., 2011). No presente 
trabalho foi verificado que o tratamento ICV de 24 horas com Poly I: C reduziu a 
concentração do neuropeptídeo Y hipotalâmico, além de aumentar os níveis de 





Foi demonstrado que o Poly I: C quando injetado diretamente no hipotálamo 
leva a um aumento na produção de HMGB1, o qual por atuar como uma citocina 
mediadora do processo inflamatório pode ter levado a redução nos níveis de NPY. 
O efeito do NPY sobre a fagocitose citado no estudo acima após estímulo com 
LPS é atribuído, pelo menos em parte, a alterações no rearranjo do citoesqueleto 
de actina, sendo que este processo é acompanhado pela ativação da via de 
sinalização da MAPK p38; e como já citado anteriormente, o Poly I: C leva a 
fosforilação de MAP Kinases em células dendríticas, logo, o efeito causado pela 
injeção icv de Poly I: C sobre a redução do NPY poderia ser mediado em parte via 
MAP quinase.  
Uma vez que observamos uma relação entre a atividade da AMPK e a via do 
TRIF, o próximo passo foi investigar se a via de sinalização do MyD88 também 
estaria envolvida com o padrão de fosforilação da AMPK e os resultados 
mostraram claramente que, assim como o TRIF, a via de sinalização dependente 
de MyD88 também é importante para a atividade da AMPK hipotalâmica. O 
MyD88 é o adaptador proteico intracelular responsável pela ativação do fator de 
transcrição NF-KB, aumentando portanto os níveis teciduais e sistêmicos de TNFα 
e IL6 (FRANTZ et al., 2007). Um recente estudo mostrou que o tratamento com 
metformina reduziu os elevados níveis do RNAm de TLR4 e conteúdo proteico de 
MyD88 em tecido cardíaco após infarto do miocárdio, sugerindo a existência de 
uma possível via de conexão entre a AMPK e os TLRs  (SORAYA et al., 2012). 
Ainda, estudos tem demonstrado que a AMPK possui um papel importante durante 
a inflamação (YUAN et al., 2012; JUNFEI et al., 2014) e os resultados observado 
acima estreitam ainda mais a relação entre a AMPK e o sistema imunológico.          
A fosforilação da AMPK hipotalâmica após a administração do ligante do 
TLR2 seguiu o mesmo padrão observado após a estimulação do TLR3. Os 
resultados mostraram que no grupo WT, a injeção de Pam3GSK4 levou a um 
aumento na atividade da AMPK de aproximadamente 2 vezes quando injetado via 
IP e aproximadamente 1,5 vez quando administrado via ICV (p<0,05), e ainda, 





fosforilação da AMPK no grupo MyD88 quando comparado ao seu respectivo 
controle. Uma vez ativado, os heterodímeros do TLR2 desencadeiam uma via de 
sinalização intracelular induzindo a translocação nuclear do NF-KB, levando a 
transcrição gênica com consequente produção de citocinas inflamatórias. Essa 
cascata de sinalização também engatilha a produção de MAP quinases (MAPKs), 
as quais podem influenciar a transcrição de genes inflamatórios e a estabilidade 
do RNAm de genes transcritos (WATTERS et al., 2007).  
Sabe-se que a AMPK regula a ingestão de alimentos respondendo a sinais 
hormonais e nutricionais no hipotálamo, culminando com aumento do apetite. Foi 
demonstrado que, quando as subunidades α1 e α2 da AMPK hipotalâmica medial 
são inibidas, a ingestão de comida e os níveis de RNAm de NPY e AGRP também 
são reduzidos (MINOKOSHI et al., 2004). Seguindo essa linha, foi observado que 
o consumo de ração encontrou se elevado nos animais TRIF e MyD88 KO quando 
comparado aos animais selvagens, corroborando com o aumento na atividade 
basal da AMPK nesses animais. Um estudo verificou que a injeção intraperitoneal 
de IL-1 β, a qual possui conhecido efeito anorexigênico, desencadeou um robusto 
aumento na expressão do RNAm de IkBα em todo sistema nervoso central de 
animais selvagens, entretanto esse efeito foi completamente abolido em animais 
deficientes em MyD88; além disso, o padrão de expressão de IkBα indicou 
também que o IL-1 β induziu uma forte atividade de NF-kB no cérebro desses 
animais  (com exceção dos animais MyD88 nocaute) (GROSSELIN e RIVEST, 
2008). Ainda, sabe-se que os fatores liberados durante a reação inflamatória 
exercem influência sobre o consumo energético. Um estudo recente verificou, por 
exemplo, que o NF-kB inibiu a ingestão alimentar e o dispêndio energético em 
camundongos através da ativação do promotor do neuropeptídeo POMC (SHI et 
al., 2013). Portanto, uma vez que os componentes inflamatórios decorrentes da 
via de ativação do MyD88 possuem um efeito anorexigênico, seria de se esperar 
um aumento no consumo energético nos animais nocaute para essa proteína. 
A descoberta da existência de vias funcionais entre os sistemas 





respeito a um melhor entendimento da regulação do balanço homeostático do 
organismo quando exposto a antígenos. Estímulos emocionais e ambientais 
incluindo infecções podem danificar a integridade do organismo, onde uma 
complexa rede operando em diferentes regiões do cérebro coordena e gera 
respostas metabólicas, comportamentais e endócrinas adequadas no intuito de 
restaurar a homeostase do organismo. Sabe-se que a inflamação crônica e não 
controlada pode gerar um estado de depleção de nutrientes a nível celular e 
tecidual que pode resultar em um quadro de caquexia (DER-TOROSSIAN et al., 
2013). Consequentemente, esse cenário inflamatório poderia levar a um rearranjo 
nas vias de sinalização que controlam o metabolismo celular, o qual poderia, 
portanto, explicar o aumento na atividade basal da AMPK após o tratamento 
crônico LPS. Ainda, uma vez que a AMPK possui a capacidade de exercer efeitos 
anti-inflamatórios (como já citado anteriormente), a geração de mediadores 
proinflamatórios decorrentes da ativação de receptores Toll (como o TLR4, TLR2 e 
TLR3 observados no presente estudo) poderia levar a um aumento na atividade 
da AMPK como uma tentativa de conter a resposta inflamatória gerada pela 
ativação desses receptores. Entretanto, mais estudos serão necessários para se 













Os resultados aqui apresentados mostraram que o tratamento intraperitoneal 
com LPS levou a um aumento na resistência à insulina (parte 1), ainda, a 
fosforilação da AMPK hipotalâmica se mostrou elevada após o estímulo com 
agonistas das vias de TLRs (parte 2), talvez como um mecanismo contra-
regulatório na tentativa de reverter ou minimizar os efeitos da resistência à insulina 
gerada pela endotoxemia. Entretanto, a relação direta entre a AMPK hipotalâmica 
e a insulinemia após estímulo inflamatório não foi investigada no presente 
trabalho. Alguns estudos mostram que somente a ativação da AMPK não seria 
suficiente para aumentar a ação da insulina (KIM et al., 2003; ALL KHALILI et al., 
2004), sugerindo o envolvimento de outras vias na regulação da ação da insulina. 
A importância do envolvimento direto da via de sinalização do TLR sobre a 
função pancreática já tem sido demonstrado. Um estudo verificou que animais 
TRIF nocaute apresentaram hiperglicemia associada a uma disfunção na célula β, 
a qual poderia ser parcialmente compensada pelo aumento na massa dessas 
células observado nesses animais (MEREDITH et al., 2010). Posteriormente, foi 
demonstrado in vivo que a via TLR4/MyD88 é essencial para a  disfunção na 
célula beta induzida por palmitato, onde os macrófagos exerceram papel crucial 
(Eguchi et al., 2012). Logo, sugere-se um importante papel das vias de sinalização 
TRIF e MyD88 dependentes sobre a homeostase da glicose. Estudos adicionais 
serão necessários para o melhor entendimento entre as vias de sinalização 
ativadas pelos TLRs e o controle da homeostase energética.  
Nas últimas décadas, com o avanço do conhecimento e das técnicas 
moleculares, a ciência foi capaz de gerar grandes descobertas para o diagnóstico 
e tratamento de uma série de doenças, entretanto, patologias que possuem como 
característica central a manutenção de um estado inflamatório crônico como a 
obesidade e diabetes do tipo 2 tem se constituído num formidável desafio no que 
diz respeito a uma abordagem terapêutica definitiva. Acreditamos que os 










Foi demonstrado que o tratamento agudo com LPS levou a uma redução na 
glicemia plasmática e a um aumento na tolerância à glicose apesar da resistência 
à insulina observada, possivelmente através da combinação entre a redução da 
gliconeogênese hepática e ao aumento na insulina plasmática, sendo que esse 
efeito foi devido primeiramente a um aumento na taxa de secreção da insulina, o 
qual foi acompanhado por um aumento no clearance da insulina e na expressão 
hepática da IDE.   
 
Parte 2 
Foi verificado que o tratamento com ligantes específicos para diferentes 
membros da família dos TLRs levou a um aumento na atividade da AMPK 
hipotalâmica, sendo que esse efeito também foi observado na ausência dos co-
receptores TRIF e MyD88. Assim, os resultados apresentados acima sugerem que 
há uma via de conexão entre o controle do metabolismo e o sistema imunológico, 
ressaltando a importância das vias de sinalização TRIF e MyD88 dependente para 
a atividade da AMPK no hipotálamo. Além disso, o melhor entendimento acerca 
dos mecanismos moleculares responsáveis pelas alterações no metabolismo 
observado durante a inflamação poderia ajudar a explicar porque o processo 
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Segue abaixo experimentos adicionais que foram realizados no decorrer do 






































Figura 1. Expressão proteica da IDE muscular 4 horas após o tratamento IP 
com LPS (1mg/Kg). Os animais permaneceram em jejum ao logo de todo o 

































Figura 2. Expressão do RNAm da IL-6 hipotalâmica 4 horas após tratamento IP 
com LPS (1mg/Kg). Os animais permaneceram em jejum ao logo de todo o 





























































Figura 1. Fosforilação da AMPK hipotalâmica em animais alimentados Wild Type e 







































Figura 2. Fosforilação da PP2A hipotalâmica em animais alimentados Wild Type e 
MyD88 nocaute. Média + EPM (n= 5-6 por grupo). *p<0,005. 
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